BACILLUS　MACERANS　ユライ　ノ　ENDO-PECTATE　LYASE　ト　β-GALACTOSIDASE　ノ　セイセイ　ト　リヨウ　トクセイ　ニ　カンスル　ケンキュウ by 宮崎, 芳光 et al.
佐賀大幾重量(Bull.Fac. Agr. Saga Univ.) 73: 1 ~44 (1992) 





Studies on Purification and Useful Properties of Eηdo-Pectate Lyase and 
βGalactosidase from Baallus macerans 
Y oshimitsu MIY AZAKI 
(Laboratory of Biological Chemistry) 
Received May 30， 1992 
1 
Eηdo-p巴ctatelyase and βgalactosidasεof Bacillus macerans wεre inducεd by adding th巴lr
substrates to日achculture medium. 
The medium for production of endo-pεctat巴 lyaseconsisted of 10% grated potato. 0.3% 
ammonium sulfate， 0.5% yeast extract， 0.05% magnεsium sulfa:te， and 0.5% Tris (aminomethanε). 
The bactεrial inoculum was cultiv抗告dat 300C with shaking. After 3 days， activity of the 
endo-pectate lyas巴r巴achedthe maximum concentration of 4U/ml in the medium. The medium 
had no othεr activities of eithεr pectolytic enzymes or isozymes of the pectatεIyas巴.
The enzyme activity was maximal at pH 9.0 and 600C and markedly activated by 1 mM 
calcium or manganese ion， but it was completely inactivated by ethylenediaminetetraaetate 
(EDTA). Th巴enzymewas stable in 100 mM ammonium chlorid巴buffer(pH 9.0) for 6 months 
at 5'C， but 70% of its activity was lost in 20mM ammonium chloride buffer (pH 9.0)呂ftぽ 24hr 
at 10T. The enzyme was stabl巴upto 55'C for 10 min at p狂言.0in the prεsεnce of calcium ion， 
and in the absence of it the enzyme was stablξup to 50'C. The日nzymew呂sstable between pH 
6.5呂nd9.5 for 2 hr at 3TC 
The enzyme also d巴composednatural pectin. 
The purified endo-pectate lyase had a macerating activity for various plant tissues and its 
optimal pH was betwεεn 8.0 and 9.0. ぐfh日 cultur巴 filtrateof B. macerans showεd the same 
macerating activity as purified endo-pectate lyase. AIl their activities on th巴potatotissu告swerε
completely inactivated by addition of 5 mM EDT A. Therefore， the macerating activity of t加
culture filtrate was almost dependent on an ende-pectat日lyaseaction‘ 
Th邑seresults indicated that calcium or manganεse ion is essential for the macerating activity 
as well as for the enzyme activity. 
The enzy111e had a molecular wεight of 35，000 and a pI of 10.3. Th己Michaelisconstant and 
maximum reaction velocity of the enzyme for pectate were 0.11% and 74μmol of unsaturated 
oligogalacturonatεformed per mg protein per min， rεsp芭ctively.
Aβ-galactosidasεfro111 B. macerans was induced in a medium containing 1% p記ptone，1%
yeast extract， 1% lactos記.0.3% N aCl， and 0.6% Tris‘ The bacterial inoculu111 was cultivated at 
300C with shaking. After 5 days， the bacteria commenced autolysis rεsu!ting in incrεasεdβ吋
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galactosidase activity in thεm吋ium.
Th忠告nzym巴hada mol巴cularwεight of 320，000 which was seemingly composed of 4 idεntical 
subunits. Thξiso日lectricpoint of the enzyme was about pH 4.4. Th在住nzymehad its optimal p波
紋 8ムandwas completely stable between pH 5.9 and 9.3 for 2 hr at 30"C. Theεnzyme was 
re1atively stable below 3TC but completely lost its activity aft巴rheating at 60"C for 10 min at pH 
8.0. The Michaelis constants wer巴2.0mM for both t-and 0…nitrophenyl-β-galactosid巴， and 30 
mM for lactose. The enzym巴 wascomplet巴lyinhibited by Aど， Hg2+， Cu2+ ， andρ} 
chlorom芭rcuribenzoate，呂nd was markεdly inhibit吋 bymonoiodoacetic acid， Tris， and 
galactos巴.
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でなく，特定酵素についての共通な基本的な知見をあたえる.開えば， pectate lyase はその活










































pectate lyase (endo-PAL; EC 4，2，2，2)は総称ベクチン質分解酵素群 (PLEs)の内の 1つの
酵素である.
ここで，PLEsに属する各醇素の醇素化学的性質の概要を説明する.PLEsは主として，pectin 
esterase (PE; EC 3.1，1.11)，上述の pectatelyase (PAL; EC 4，2.2，2)， pectin lyase (PNL; 
EC 4，2，2，10)，そして， polygalacturonase (PG; EC 3，2，1.15)の4種類の酵素から成り立って
いる.PGは加水分解酵素であり，最近 (1986)TanabeとKobayashi(4)によって pectate
hydrolase (PAH) とpectinhydrolase (PNH)に分けて測定されているが，未だに明確に独
立した酵素としては定義されていない.PE以外の酵素には夫々endo-裂と exo-型の 2つの型
があり，基質のグリコシド結合を前者は atrandomに，後者は terminallyに解裂する.Endo 
PAL (EC 4，2，2，2)の接頭語。zdoー は省略される場合があるが， exo-PAL (EC 4，2，2，9)のexoー
は区別のために省略されない.
pectateとpectinの主要な構造と， PE， PAL， PNL， PG(PAH及びPNH)によるそ
れ等の主な分解様式を Fig，1に示す.また，この図の内には示されていないが，通常の pectin
(エステル化度30~80%) は ， endo-型の PAL及びPAHによって分解される.これは， pectin 
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Fig. 1 Structural formulae of pectate and pectin， and their 



































Degree of esterification 
30~80% 98% 






Symbols: 十， glycosidic (or ester) bond was 
degraded; glycosidic (or巴ster)bond was 
not degraded. 。Endo-PALand endo.PAH acted on natural 
(ordinary) pectin， but their exo-types have 
no action. 
2) PNL， PAH， PNH and PE (containing Naつ
show their activities in the abs日nc巴 of
dival日nt cations caused by addition of 
EDTA. 
3) PAL needs divalent cation to exhibit its 
activity， therefor巴theenzyme has no activity 
for pectat邑andnatural pectin in the pr巴S芭nce
of EDT A. (EDTAs were used as chelating 
ag巴nts for elimination of contarninating 
divalent cations in these substrat己s.)
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によるのかヲ幾種類のどのような酵素が関与しているのか，現在にいたるも充分には解明
されていない.



































Pectate (polypectate; polygalacturonate; pectic acid)， pectin (po!ymethyl galacturonate; 
pectinic acid， この pectinをp戸ecti加Iお1一1とした)λ，牛血清ア/ルレブミン及び
はSigma社カかhら購入した.DEAE-Sephadex A-50はPharmacia社から， CM-Cellulofineは












反応を行った.反応の停止は 4mlの0.2M酢酸緩衝液(pH3.8)，または， 4mlの1mM EDTA 
を反JiC;液に加える事で行った. (純箆の部い基鷺を使用する場合は， 2 mMEDTAの4mlを使
用する).反応生成物の量を， C4ニC5の不鈎和2重結合に基ずく波長235nmの吸光度の増加量










動させた. Ampholineの混合比は， pH4.0~6.0 (40%) : pH3.5~10.0 (40%) : 














L1 fluiditv I min CRご と μ 三官土
dμmol unsaturated products/ml. min 


























3. 6. 7. 5. 
10， grated 10， grated 
十
0.3 0.3 
0.1 0.05 0.05 0.05 0.5 
0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 
0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
十 十 ト 十
十 トー 十 十 十
十 十。 loosely 十， loc 
ト
J← + 
a) Numerals are per cent. b) Potato tuber was sliced to a piece of 10xlOx2 mm， sterilized with 10% of H，O， 
for 30 11in且ndwashed with sterilized water. c) Dotted lines which p!aced on both sides of figures are signs 
of the target in the experiment. d) Potato tuber was grated， washed with water to eliminate the starch grains， 
dehydrated in a cloth bag， and autoclaved. 的 Signsin the figures. 

















































Cu!ture iim母 (d♀ys) Cu!ture tim骨(days)
Fig.2 Eff巴ctsof shaking on th巴pectateIyase produc恥
tion in two strains of Bacillus持tacerans.
Symbols: A， with shaking; B， without shaking; 
畿， IFO 3490; 0， IFO 3483 (1AM 1227). 


















2 4. すり下ろしジャガイモまたは pectinを用いた際の酵素生産時の空気供給の影響
A ?10 
工且 8 r ~，_，噛三æ，_.乙吉 /;.-
















Culture time (days) 
Fig.3 Eff日ctsof carbon sources (inducer) 
on th日 pectatεJyaseproduction by 
Bacillus macerans. 
SymboJs:畿 and0， gratεd potato; A. 









む 2 3 i今
Culture ti me 
Fig白 4 Effects of nitrogen sourcεs on the 
P日ctatelyase production by Bacilus 
macera:坑ふ
Symbols: 畿 and0， ammonium sul‘ 


























司巴A---Aを調べた.結果を Fig.5に訟で， A _;: 
























Culture time(days) Culture t ime(days) 
Fig. 5 Effects of inducers and stoppers on the pectate 
lyase production by Bacillus macera月S.
Symbols: A， grated pot以0;B， pectin;畿 and0， 
cotton; A andム， rubber;→， added Na，CO，;①， 
after add日dNa,C03 • 
すり下ろしジャガイモに硫酸アンモニウムを加え，ゆるく綿栓をして， 300Cと3TCの温度で
した結果を Fig.6Vこ示す.37'Cに訟では， 1日後に酵素の濃度は0.4U/ml培養液と上

















Culture time (days) 
Fig. 6 Effects of temp巴r旦tureon thε 
P邑ctat巴 lyase production by 
Bacillus 押zaceγa抗~S. 
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Culture time (days) 
7: 
a. 
Fig.7 Cours日ofproduction of pεctate Iyase 
by Bacillus macera目~.s. 
Cultivation was carried out on a shaker 
(200 rpm) 以 30'Cusing 0.5% yeast 
巴xtractadded in a medium. 


























B. macerans IFO 3490による PALの生産に関しては実験した条件の範閣内に訟で，次の方
法が最も良い結果を与えた@即ち， 10%ずり下ろしジャガイモ， 0.3%硫酸アンモニウム， 0.5%
キス， 0.05%硫酸マグネシウム， 0.5%Trisからなる培地 (pH8.3lに菌を接韓した後，
ゆるく綿校をして， 300Cで振議培養すると 3El後には約4U/ml養液の酵素生産が見られた.
第3第 Endo-pectate Iyase (J)輔製
3 1.粗騨素液のクロマトグラフィ…上での挙動
に述べたように， PLEsにはクロマトグラムの上に，または焦点電気泳動時のパターンの中






























(B) DEAE…Sephadex A -50による F-S画分のクロマトグラフィー





















































































Fig.9 Ion 芭xchange chromatogram of 
break-through fractions CF-S in Fig. 
8) on DEAE-Sεphad己xA-50. 
Column size: 1.35 x 10 cm. Elution 
buffer: 0.02 M NH，OH-NaOH (pH 
9.0). Elution rat邑・ 25 ml/hr. 
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Fraction num ber( 3ml!ti.Jbe) 
Fig. 10 The second CM吋 Cellulofin日
chromatogram of br四}トthroughfrac-
tions (in Fig. 9). 
Column size: 1.35 x 10 cm. Elution 
buffer: 0.02 M NH，Cl-NaOH (pHヲ.0)
Elution rate: 25 ml/hr. 



















(A) 0.1 M glycine緩衝液を用いた SephadexG-100によるゲル液過











Fig. 12 Gel filtration chromatogram of 
crude pectate Iyas坦 equilibratedwith 
ammonium chloride buffer on Se-
phadex G時 100.
Column siz芭 2.6x 120 cm. Elution 
buffεr: 0.1 M NH，CI-N呂OH(pH 9.0) 
Elution rate: 15 ml/hr 
Symbols:鯵， activity; 0， A280nm・
Fig. 11 Gel filtration chromatogram of 
crude pectate Ivase equilibratεd with 
glycine buffer on S巴phadexG-100. 
Column siz巴・ 2.6 x 125 cm. Elution 
buffer: 0.1 M glycine-N aOH (pH 9.0). 
Elution rate: 15 ml/hr. 
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Fig. 13 10n exchange chromatogram of active 
fractions (in Fig. 12) on CM-Ce!lulofi田，
Column siz日1.35x 10 cm. Elution buffer: 
0.02 M NH，OH-NaOH (pH 9.0). Elution 
rate町 25ml/hr. 




























荷電と結合していた( 荷電は弱められ，結 Table 3 Purification of pectate !yase 
果として(+)荷電を持った酵素を遊離し，こ from Bacillus macerans 
の酵素は陰イオン交換体であるこのゲルには吸 Total Specific Yield 
着される事なく素通り題分に現れたと推定され
Step activity activity 
(U) (U/mg) (%) 
る. Culture filtrate 1.512 1.6 100 
この酵素の活性は，0.lM塩化アンモニウム緩 Ammonium sulfate 965 13.3 64 
衝液(pH9.0)中においては 6カ月経過後も安定
DEAEωSephadex A -50 837 30.4 5 
CM時Cellulofine(1) 714 55.0 47 

































この酵素の培養液からの精製の経過の 1例を Table 3に要約し，その精製の過程の中での
CM -Cellulofineの第 1回目のクロマトグラムを Fig.14に示す.
Fig.15 SDSゃolyacrylamide gel electro-
phoresis of purified Bacilus racerans 
endo-pectate lyase 
The experimental details 
scribed in the text. 



















































Fig. 14 The first CM-Cellulofine chromato-
gram of pectatεlyase 
The experimental details are described 
in the text. Column size: 1.3 x 10cm. 
Elution buffer: 0.02 M NH.OH-NaOH 
(pH 9.0). 
Elution rate: 25 ml/hr. Symbols: 
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Fig. 17 Isoelectric focusing of Bacillus macer-
ans endo-pectate lyasεobtained by the 
first CM-Cellulofine chromatography. 
The experimental details are described 
in the text 
.， activity; 0， A28onm;……， pH. 
Fig. 16 Molecular weight estimation of Bacil-
lus macerans endo-pectate lyase by 
SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. 
Th日markersused are: 1， bovine albl上
min (molecular weight 66，000 Da) ; 2， egg 
albumin (45，000 Da); 3， glyc阜raldehydeザ
3-phosphate dehydrogenase (36，000 Da); 
4， carbonic anhydrase (29，000 Da); 5， 
trypsinogen (24，000 Da); 6， soybean 
trypsin inhibitor (20，100 Da); 7， a-lactal-
bumin (14，000 Da). Op巴ncircl告 co汀b







ンドを示した (Fig.15).酵素の分子量は酵素をマーカータンパク質と共に SDSー ポリアクリノレ












から9.5の聞では， 2時間にわたって安定であった (Fig.18). 
この酵素の最適 pHは他の微生物のそれとほぼ同ーであった.即ち，‘B.polymyxaの酵素は
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pH pH 
Fig. 18 Effects of pH on th日activity(A) and 
stability (ち)ofぷョcilusmacera持se持do
pectate lyase. 
The rεaction mixtures in the (B) 
containing 18μg per ml of the enzyme 
protein and 0.05 M each buffer were left 
at 3TC for 2 hr and their remaining 
activities were assayεd. 
Buffers usεd are: 惨， glycine-NaCl 




















Fig. 19 Effects of temperatur巴onthe activity 
(A) and stability (B) of Bacilus丹zacer民
ans endo-pectate lyase. The reaction 
mixtures in the (B) containing 4.2μg/ml 
of the enzyme protein and 0.23 M呂mmo-
nium chlorid記buffer(pH 9.0)， or 3.2μgl 
ml of the enzyme protein， 0.14 M ammo-
nium chloride buffer， and 2.5 mM cal-
cium ion were left at e呂chtemp日rature
for 10 min， and their r官邸ainingactivities 
wer日assay官dund記rthe standard condi-
tions_ Symbols used in th邑 (B)are: 0， 





定であった@酵素液の中に， 1 mMのCa2十を加えると，550Cまで安定になった (Fig.19). こ
の醇素は1000Cで10分間加熱しでも，その活性を11%保持していた.この熱安定性は次の事実に
よっても支持される。却ち， 1000Cで10分間加熱処理した酵素液と基質の pectateそして 1mM 
のCa2十を含む反応液の粘度を測定するとヲその低下が観察された。一方，1 mMのCa2+の代
わりに 1mMのEDTAを加えた反応液の粘度は，全く変化しなかった.この酵素の最適溢度
は， 1胞のバクテリア由来のPAL酵素， {jlJえばB.pumilusの酵素 (600C)(56)， Bacillus sp.の酵
(55-600C) (5)， E. carotovora pI -isozymes (500Cと60OC)(50)等と良く似ていた.
4 5.酵素活性に及ぽす基質濃度の影響
Pectateに対する Michaelisconstant (!G叩)と maximumreaction velocity (九axlをFig.
20に示す Lineweaver-Burk plotsから計算し
た.Kふは0.11%であり，Vmaxはタンパク質 1昭































Fig. 20 Lineweav巴r払比 plots of Baci・lus






























Table 4 Effects of compounds on endo-pectate 












Time (min ) 
Fig. 21 The processes of mac己ration for 
potato tuber by the仰 do-pectateIyase 
Purified日nzym巴n(0.3 U/ml) wer己used
at 3TC and pH 8.5. 
Symbols:鯵.without preincubation (A); 














Reaction mixtures containing 1 mM of
巴achcompound instead of calcium chloride 
were us邑dund日rthe standard conditiol1s‘ 
宮崎:Baαlus持zacerans自来のE持do-PectateLyaseとβGa!actosidaseの精製と利用特性に関する研究 19
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a) Final calcium concentration was 1 mM 
b) EDT A Uinal concentration 5 mM) was 
added instead of calcium. 
c) Pectin叩 1and p記ctin-2contain巴d8.9 and 
4.3% methoxyl groups， respectively. 
d) 窓口zymeactivity sssayed und日rth在日tan.~
dard conditions was set at 100%. 
この酵素の活性は 1mMのEDTAの添加によって，完全に阻害されたが， 1 mMのヨード
酢酸の添加は何ら影響を与えなかった.また，この酵素は 9 マセレーションについて記述した
項で図示 (Fig.22)する様に， pectateを基質とした時には， Ca2+濃度 1mM添加の時に活性
の極大を示した.B. maceransのこの酵素の活性発現には， 2価のカチオンの存在が必須であ
る.現在までに，報告された多くの他の PALにおいても， EDTAの添加で完全に失活してい
る(2，抗日， 59， 101， 102) 
Table 5に示すように，カルシウムの無添加の場合にも， pectate及び両 pectinに対してこの
















Fig. 22 Effects of calcium cation and EDT A 
on macerating activity， and on endo 
pectate lyase activiti巴sfor pectin-l and 
pectate. Final activity of己achendo 
pectate !yasε(for pectate) us日dwas 0.4 
U/m1. The己xperimetswere carried Olt 
at 3TC and pH 8.5. 
Symbo!s: 0， macerating activity (for 
potato); 18， endo -pectate lyase activity 
(for pectin-l);ム，endo-pectate lyase 
activity (for pectatε)， 
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すると， 8時間後には嘗その活性の87%.24時間後にはその活性の総てを失った.
4-7.酵素の作用形式















された.硫酸アンモニウムによる沈澱， DEAE-Sephadex A-50， 2回の CM-Cel-
lulofineの各クロマトグラフィーによって，酵素の比活性は培養滅液に対して37倍t界し，収率
は28%であった@酵素の活性は 1mM Ca2+または 1mM Mn2+の添加によって犬々 5倍と 6倍
したが， 1 mMEDTA添加の場合には，完全に活性を失った.最適pHと握度をそれぞ
れpH9.0と600Cに持ち， pH6.5から9.5の閣では3アCで2時間にわたって安定であった.O.lM 
アンモニウム緩衝液 (pH9“0)中で， 50Cに保った酵素液は 6カ月経過後も安定に存在したが，
向緩衝液の濃度を0.02Mに低下させると活性は 1日後にはその70%を，そして脱イオン水に透
析するとその総てを失った.この の は35，000Daでありヲ はpHIO.3にあっ




endo-pectate Iyase (])マセレー ション活性








P AU45• 57. 59，99， 100， 104)， endo…PNLlI05， 106)， endo_PG(6，107-109)が単独でhマセレーション活性を示
すとの報告がある e 多くのマセレーション活性は，菌によっ された PLEsの協同作用に
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微生物としては Bacill附 maceransIFO 3490を用いた。培養は10%すり下ろしジャガイモ、













化学薬品は総て市販のものを使用した。 Sodiumpectate (sodium polypectatε)とpectin-l
(棺橘由来のもので， methoxy含量8.9%)はSigmaChemical Co. (U.S.A)から購入した.
マセレーション活性概定法
マセレーション活性澱定法は Bateman(l問』こよって創始され， Ishi(10) ~こよって改変された方
法に，更に，当研究室で開発した前処理を加えて行った.
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の作用によるものとした.熱変性酵素を用いた対照の沈陣縮砲の容積はO.03ml前後であった.







2. Pectinに対するペクチン質分解酵素類 (PALを除いた， PE， PNL， PNH， PAH)の
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Fig.24 Eff巴ctsof pH on the macerating activ-
ity of the culture filtrate. 
The enzyms in th日cultur巴filtratewe陀
0.3 U/ml and the experiments wεre car-
ried out at 3TC for 90 min. 
Symbols: 0， 0.1 M NH，C1-NaOH 
buffer; _. 0.1 M Tris buffer;ム， 0.1M 
acetic acid-NaOH buffer; 0， th巴 reac.
tions wεrεcarried out with 10 mM 
ED1、A.
Fig. 23 Effects of pH on th巴maceratingactivity 
of purifi巴dendo-pεctat日lyasε
The enzymes used wεre 0.3 U/ml and the 
己xpenmentswer日carriedout at 3TC for 90 
mm. 
Symbols: 0， 0.1 M NH，CI-NaOH buffer; 
傘， 0.1 M Tris buffer;ム.0.1 M acetic acid 
-N aOH buffer;く)， the reactions wer巴car苧
ried out with 10 mM EDT A. 
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第 3豊富 精製endo-pectateIyaseと壌麓液のマセレーシ gン溶性
endo;PALのマセレーション活性に及ぼす pHの影響
Figure 23に見られるように，精製endo-PALによるマセレーション活性は pH6.0から9.3






































Table 6 Macerating activities of the pur. 
ified endoωpectate lyase for vari. 
ous plant tissues 
Plant tissue 




Potato tuber medulla L 8 
Onion bulb-scale L 0 
Carrot root medulla O. 2 
Purified endo-pectate lyase (0.3 U/ml) 
was incubated with various tissues at pH 
8.5 and 37'C for 90 min. Inner epidermal 
tissue of the onion bulbωscale was 
ネギ以外は立方体 (5x5x5醐)に，タマネ










removed. 能性があ 6(115). ジャガイモの外皮は内部の







Potato tuber medulla 
x150 
Onion bulb-scale 
Fig. 25 Micrographs of single cells released 
from some vegetable tissues. 












































微生物としては Bacillusmacerans IFO 3490を用いた.酵素の生産に際しての培地組成及び
堵養条件を第2節で詳しく述べる.
化学薬品
ρ-N itrophenyl-β…D-galactoside (ρNPG)とo-nitrophenylβD-galactoside(o-NPG) 
はKoch-Light社から購入した.Sephadex G-I00， Sephadex G-200， DEAE-Sephadex A-50 











NPGの代わりに， lactoseをO.lMの燐酸緩衝液 (pH6.4)に溶かして用いて，反応は液を 5
分間沸騰させて止めた.この時の生成物グルコースを Okada等(116)の報告した和光純薬製の
Glucose C-Testキットを用いて， glucose oxidase…peroxidase chromogen procedureに準じ
て測定した.
タンパク賞の測定法
タンパク質の定量は， pectate lyaseの場合と同様(第2叢，第 1簡に記載)にして行った.
純粋な βgalactosidaseの波長280nmに胎ける吸光度E (1 %， 1 cm)は20.2であった.
等電点の鵠定法
V esterberg(91) Vこ従って行い，そ を求めた.即ち， LKBの110mlカラ
を50Cで48時間泳動させた。キムを用い，しょ糖で密度勾配をつけた Ampholine液中に













Table 7 Components of culture media 
Components Concentrations (%) 
Pepton巴 0.5 0.5 0.5 1.0 
Yeast extract 0.1 0.1 0.1 1.0 
Lactose 0.3 0.3 1.0 
Pectin 0.3 0.3 0.3 
Sodium chloride 0.3 
Tris 0.6 0.6 0.6 。isodiumphosphate・12H20 1.4 
『開咽凋居"“"‘副回開唱聞晶四・・ 開困層同・ー開閉持品 d岨晶“即日 回開宇田関手当同守『陣内神
Figures 26 27 28 29 
Each cultivation was carried out statically昌t34'C 
except for the Fig. 29 in which cultivation was done on a 
shak巴r(200 rpm) at 30T 













キス (0.1%) とTris(0.6%)を含む培地 (pH8.5)に炭素諒と
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Fig. 26 Effects of pectin onβ-galactosidas告
production by Bacillus macerans町

























































Fig.27 Effεcts of lactos邑 onβ-galactosidase
production by Bacil協間acerans.







2 2.酵素生産に及ぼす， lactose (炭
源，誘導物質)の影響
前述(2 1 )の培地に，更に lactose(0.3%) 
を加えて，前とi司様の培養条件で培養し
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Fig. 28 Effects of phosphate onβgalactos必ase
production by晶 cillusmacerans. 
Symbols: .，activity;ム， growth; 0， pH. 








過を Fig.29に示す.菌は 4日間，直線的に増殖してそのピークに達した‘ 3日自までの培地中
には酵素は殆ど存在せず，菌体内に約O.4U/mlの酵素の蓄額が見られた圃 4日目になると，
地中に酵素がO.3UIml見いだ、された.この時，界面活性剤によって培地中へ蓄積された菌体内




2 -5. Bacillus maceransによるβgalactosidase生産についての考察
E. coliの菌体内β-galactosidaseは， lactoseの添加によって誘導生産される。この時，
の誘導物質は既に細胞内に存在していたβ-galactosidaseの作用による lactoseからの転移産
物であるとされ，その際，転移産物の中でも， 1， 6 -galactosido-glucose (allolactose) と
galactosido-glycerolが良い inducerとされている(30). E. coliにおいてはこの場合， β
galactoside化合物(開えば， allolactose，または， isopropylβD-thiogalactoside)がrepressor
へ結合する事によって repressor-operator複合体が不安定化してコードの転写が開始される，

















































Fig. 29 Coursεof production ofβ-galactosid-
as日byBacilus macerans 
Cultivation was carried out by the use of 
a medium containing 1%邑achof lactos己，
peptone， yεast extract， 0.3%トlaCl，and 0町
6% Tris on a shaker (200 rpm) at 30'C. 
Symbols: ⑮， activity in medium;巴，
total activity (activity in medium plus 
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Fig. 30 First gel filtration chromatogram of 
βωgalactosidas巴onSεphadεx G-100 
Column size: 2.6 x 100 cm. Elution 
buffer: 0.05 M glycin十 NaOH(pH 8.0). 
Elution rate: 10 ml/hr 








































































Fig.31 First DEAE-Sephadex A-50 column chromatogram ofβ-galactosidase. 
Column size: 2.2 x 24 cm. Elution buffer: 0.05 M glycine-NaOH (pH 8.0). 
Elution rate: 72 m1/hr. 




































十一.-'-'0 ¥ -10.2 
J! 噴
; ¥ ei ¥ ¥ 
。ふ・_..住山 d.4J…・......-~:.....n
叩 1∞v
Frac¥ion number (4 ml/tube) 
Fig.32 Second DEAE-Sephadex A-50 column 
chromatogram of β-galactosidase. 
Column size: 1.3 x 10 cm. Elution buff巴r:
0.05 M glycine-NaOH (pH 8.0). Elution 
rate: 25 ml/hr. 
Symbols: .， A，蜘m;・， activity;一，







































(4ml/ tube ) 
30 







Fig. 33 Second gel filtration chromato-
gram ofβgalactosidase on Se-
phad巴xG-100. 
Column size: 2.6 x 100 cm. Elution 
buffer: 0.05 M glycine-NaOH (pH 
8.0). Elution rate: 10 ml/hr. 
Symbols: 41， AZ8onm; e， activity; 
一一， fractions pooled. 
A B 
x500 
Fig. 34 Photomicrograph of crystalline β一
galactosidase from Bacillus macerans“ 
(A) Freshly crystallized enzyme. 
(B) Bulkily crystalline enzym告hasbξen 















Table 8 Purification ofβ-galactosidase from Bacillus macen仰 S
Total Specific Total Yield 
Step protein activity activity 
(units) (%) 
Culture fluid 10，983 0.26 2，807 100 
Ammonium sulfate 695 3.5 2，427 87 precipitation 
First Sephadex Gゐ100 243 8.8 2，135 76 
First DEAE-Sephadex A-50 17 85.5 1.453 52 
Second DEAE-Sephadex A -50 4 216.0 864 31 
Second Sephadex G-I00 2‘4 279.2 670 24 
























Fig. 35 Polyacrylarnide gel electrophoresis of 
purifi巴dβ-galactosidase. 
(A) Purified enzyrne (30μg) was put on 
a 6.0% polyacrylarnide gel. 
(B) Purified enzyrne (8μg) was put on a 
5.0% SDS-polyacrylarnide gel. 
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ヌ 50~~ゐ




















Fig. 36 Estirnation of rnolecular weight of β一
galactosidase by gel filtration on Se. 
phadex G-200. 
Th巴巴xperirnentaldetails are described 
in the text. 1， ovalburnin (43，000 Da); 2， 
bovine serurn alburnin (67，000 Da); 3， 
catalase (232，000 Da); 4， ferritin (440，000 
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Fig. 37 Estirnation of rnolecular weight ofβ一
galactosidase by SDS-polyacrylarnide 
gel electrophoresis. 
The experirnental detai!s are described 
in the text. 1， ovalburnin (45，000 Da); 2， 
bovine serurn alburnin (66，000 Da); 3， 
phosphorylase (92，500 Da). 
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Fig. 38 Isoelectric focusing pattern of β一
galactosidas告.
The experimental details are described 
in the旬叫. ・， activity; .， absorbance 
at 280 nm;一， pH. 
Fig. 39 Effects of pH 
activity. 
Enzymic activities wεre assayed under 
the standard conditions in various 
buffers of pH 3.5 to 10.6， exc記ptthat p-
NPG was diluted with distil巴dwater 
instead of phosphate buffer. 
Buffers: e， 0.2 M Na2HP04-O.1 M citric 
acid; 0， 0.2 M Tris-HC1;ム， 0.2 M 


















Fig. 40 Effects of t巴mpξratur在
galactosidas日activity.
Enzymes were kept for 5 min at various 
temperatures of 20'C to 60'C in 0.05 M 
glycine buffer (pH 8.0)， and reacted with 
p-NPG at each temp官raturefor 5 min 
(pH 6.5). 
β一on 
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Temperatur守
Fig. 42 Effects of temperature on stability of 
β-galactosidase. 
Enzymes werεkept for 10 min at various 
temperatures of 20"C to 60'C in 0.05 M 
glycine buff，日r(pH 8.0)， and remaining 
activities were assayed under the stan. 
dard conditions 
20 7 9 
pH 
Fig. 41 Effecs of pH 
galactosidase. 
Th巴enzymeswere kεpt for 2 hr a t 30"C 
in various 0.1 M buffers of pH 3.1 to 10.4. 
Buffers were prepar巴dwith a solution of 
NaOH or HCI 日xceptfor carbonate 
buffer 
Buffers: e， citric acid; 0， sodium phos叩
phate; A， glycylglycinε，マ，glycine;Iコ，
sodium carbonate-sodium hydrogen 
carbonate. 



































Fig.43 Effεcts of glycine or sodium chloride 
on stability of β-galactosidase. 
Enzyme was dialyzεd against distilled 
water. Then glycine or sodium chloride 
was added to this enzyme solution up to 
5 mM‘ Remaining activity ofβザ
galactosidase in e註chsolution was mea. 
sured for 3 hours at pH 6.5 and 30'C. 
Symbols: 0， glycine;ム， sodium chlo. 
ride;畿， no addition. 
っている酵素であると結論された.
3 2 
Tim守(h r ) 
。
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Fig.44 Lin巴weaver-Burkplots for the hydrol-
ysis of ρNPG 
The experimental d日tailsare described 








た.緩衝液は0_2M NazHP04-O.1M citric 
acid， 0.2M Tris-HCl， 0.2M glycine-NaOH， 











Fig. 45 Lineweaver-Burk plots for the hydrol 
ysis of o-NPG. 
Th巴巴xperimentaldetails are d日scribed
in th日text.
Fig. 46 Lineweaver-Burk plots for the hydrol-
ysis of lactose. 
The experim巴nta!detai!s are described 
in the t巴xt.


















Table 9 Eff巴ctsof metal ions and some 
reagents onβgalactosidas邑activity.





















































Mixtures were compos在dof enzym己
solution and each solution of compounds 
which were pr巴paredat pH 6.5 with NaOH 
or HCl and dilut己dwith distilled water to 
final concεntration indicated， and incubat明
記dfor 10 min at 30"C. The巴nzymεsolution
used was dialyzed against distilled watεr 
and dilutεd with disti!1ed watεr. Enzymic 
activities wer巴assayedunder the standard 
conditions. The activity of the enzyme 
solution cont呂iningQO mM glcine buffer 
was chosen as a level. 
* p-CMB， p-chlorom巴rcuribenzoate.
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Fig. 47 Effects of chelating reag告ntsand cu. 
pric sulf品t巴onβ-gal昌ctosidaseactivity 
The εnzymεsolution used was dialyzed 
against distilled water， and告achmixture 
W 昌sincubated for 10 min at 30"C. 
Enzyme activities were assayed under 
the standard conditions. 
Symbols: 像， activity;↓， addition; A， 
chelating reagents (glycine or EDT A 
solution， final concεntration 100 mM， pH 
6.5);弘 cupricsulfate solution (final 














の濃度を変えて，酵素の比活性を測定した，結果をそれぞれ， Fig. 44， 45， 46と願次図示す














された.また， CHzICOOH， Tris， galactoseに
よっても阻害された.しかし， Na+， K+， 
























Fig. 48 Lineweaver-Burk plots for the hydrol-
ysis of jウNPGin the presence or in the 
absence of cupric sulfate. 
The enzymes wer日dialyzedagainst dis司
til吋 waterand incubated in 0.02 mM 
cupric sulfate solution (pH 6.5) at 30'C 
for 10 min in the inhibition日X押rim日nts
1n the control experiments. th巴 same
enzymes dialyzed wer巴 incubatedin dis-
tilled wat巴rinstεad of cupric sulfate 
solution. Th日hydrolyticv巴locitieswer巴
calculated from the rat芭ofthe hydroly-
sis of戸-NPG‘
Symbols; 普段 no inhibitor; O. cupric sul伺
fate. 
(glycine或は EDTA)溶液 (pH6.5)と共に300Cに10分間置いても，酵素の活性には変化が無
かった.次いでト9 この混合液に 1mM (終濃度)の予め pH6.5とした Cu2+をCupricsulfate溶




よっても回寵する事は無かった.即ち， Cu加と酵素との結合は Cu刊と EDTAとの結合よりも
かなり強いものであり，後からのキレート試薬の添加は酵素の失われた活性を回復させる
出来なかった(酵素と Cu2+の結合は非可逆的な結合であった入酵素活性の Cu2+による臨警を




分解した時の Lineweaver-Burk Plotsを， Cu2+を含まない酵素液を使用した持の plotsと









ト4個から成り， pHは6.5で，温度は400Cで最高の活性を示し，等電点を pH4.4に持ち， pH5.9 
と9.3の間においてラ 300Cで2時間にわたって安定であった.Kml薩は lactoseに対しては30















第 5 総 指











Endo-PALの生産は， β.macera削を10%すり下ろしジャガイモ， 0.3%硫酸アンモニウム 9
0.5%酵母エキス， 0.05%MgS04' 7HzO， 0.5%Trisの組成の培地をflいヲ 300Cで擁護量培養し
て行われた.培養3日後には autolysisが起こり，この酵素の培地中の濃度は 4U/mlにま
した.
この酵素は， O.lM NH4Cl-NaOH緩衝液 (pH9.0)中に 50Cで保存すると， 6カ月経過後も
その活性の殆どを保持していた.しかしラ同じ緩衝液の濃度を20mMと部下させると， .極端に




ンノfク はpH10.3にあった. は35，000Daであり，他の PALのそれ等の値とほ
ぽ同一であった.










βgalactosidaseの生産は，B. maceransを1%ペプトン， 1 %酵母エキス， 1 % lactose， 
0.3% NaCl， 0.6% Trisの組成の培地に接種し， 300Cで振掻培養して行った.培養5日後には
菌に lysisが起こり，酵素は培地中に蓄積された.この培養では初回で 1U/mlの濃度に達する
場合は少なかったが，この初回の培養(培養開始後6日目)を種菌として前向様の培地
的に培養すると， 1 U Imlの濃度以との酵素を生産する場合が多かった.この酵素は
pH4.4に持ち，分子量は320， OOODaで4{毘の等しい subunitから成っていた.また，この酵素は








cinnabarinu守 (81)の安定 pH は 3.0~6.0 (3TC， 2 hr) ; Corticium rolfsii(72)では pH2.0~
8.0 (2 oC， 3 days) ; Penicillium citrinum (77)では pH4.5~7.0 (400C， 3 hr) ; E. coliでは
pH6. 0~8. 0 (400C， 30min) (125)とpH6.5~8. 0(126) ; Aspergillus oryzae(l 27)では pH3.5~
8.0 (room temperature， about 10 hr) ; A.。ηJzaestrain RTI02 (FERM-P1680) (128)では
pH4.0~9.0 (300C， 1 hr) と，各々の pHの間で安定に存在する.B. maceransのβ
galactosidaseのpH安定性は pH5.9~9.3(300C， 2 hr)であり， pH9.3という比較的高い pH
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